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1. INTRODUZIONE [1] 
 
Le ANIDRASI CARBONICHE (CAs) sono zinco-enzimi ubiquitari, presenti nei 
procarioti e negli eucarioti, e sono codificati da quattro distinte famiglie genetiche 
di diversa evoluzione:  
• α-CAs, presenti nei vertebrati, nelle alghe e nel citoplasma delle piante 
verdi; 
• β-CAs, principalmente presenti nei batteri, nelle alghe e nei cloroplasti, sia 
delle monocotiledoni che delle dicotiledoni; 
• γ-CAs, presenti soprattutto negli archeobatteri ed in altri batteri;  
• δ-CAs, presenti in alcune diatomee marine [2,3]. 
Nei vertebrati più sviluppati, compresi gli esseri umani, sono stati scoperti 
quattordici isoenzimi delle α-CAs i quali sono stati numerati da I a XIV. 
Recentemente, un ulteriore enzima CA (CA XV) è stato evidenziato in diverse 
specie animali eccetto che negli esseri umani e negli scimpanzé. 
Gli isoenzimi della CA si distinguono in base alla diversa distribuzione 
subcellulare e tissutale o alla modulazione dell’attività catalitica (idratazione della 
CO2), dovuta alle differenze strutturali presenti nel loro sito attivo. Le CAs sono 
citosoliche (isoenzimi I, II, III, VII e XIII), mitocondriali (isoenzimi VA e VB), 
legati alla membrana (isoenzimi IV, IX, XII, XIV e XV) o secreti nella saliva 
(isoenzima VI). Altri isoenzimi chiamati CARPs (proteine legate all’anidrasi 
carbonica) sono acatalitici e sono presenti nel citosol.  
In questi la perdita della classica attività catalitica della CA è la conseguenza della 
mancanza dei residui di istidina richiesti per legare lo ione zinco (Tabella1). 
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Tabella 1. Isoenzimi α-CA nei vertebrati superiori. 
Isoenzima Attività catalitica 
Idratazione CO2 
Affinità per le 
solfonammidi 
Localizzazione 
subcellulare 
CA I Moderata Media Citosol 
CA II Alta Molto alta Citosol 
CA III Molto bassa Molto bassa Citosol 
CA IV Alta Alta Legato alla membrana 
CA VA Bassa-moderata Alta Mitocondrio 
CA VB Alta Alta Mitocondrio 
CA VI Moderata Alta Secreto nella saliva/latte 
CA VII Alta Molto alta Citosol 
CARP VIII Acatalitica Sconosciuta Citosol 
CA IX Moderata-alta Alta Transmembrana 
CARP X Acatalitica Sconosciuta Secreto 
CARP XI Acatalitica Sconosciuta Secreto 
CA XII Bassa Molto alta Transmembrana 
CA XIII Moderata Medio-alta Citosol 
CA XIV Moderata Alta Transmembrana 
CA XV Bassa Sconosciuta Legato alla membrana 
 
Le CAs catalizzano una reazione molto semplice: l’interconversione tra anidride 
carbonica e ione bicarbonato: 
(CO2 + H2O  HCO3- + H+).  
In tal modo, esse sono coinvolte in un cruciale processo fisiologico connesso alla 
respirazione e al trasporto di CO2/bicarbonato attraverso i tessuti metabolizzanti e 
i polmoni. Regolano il pH e l’omeostasi della CO2, la secrezione di elettroliti in 
una varietà di tessuti /organi, le reazioni di biosintesi (come la gluconeogenesi, la 
lipogenesi e l’ureogenesi), il riassorbimento osseo e la calcificazione. Inoltre, 
alcune recenti evidenze sperimentali suggeriscono che le CAs sono coinvolte nei 
processi patologici (tumorigenicità, obesità, epilessia) [2,3]. 
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Molti di questi isoenzimi sono bersaglio di inibitori con diverse applicazioni 
terapeutiche. Alcuni inibitori clinici della CA includono acetazolamide, 
metazolamide, etossizolamide. 
Oltre alle reazioni fisiologiche, come l’idratazione reversibile della CO2 a 
bicarbonato (reazione 1.1, Figura 1) le α-CAs catalizzano una varietà di altre 
reazioni: 
• l’idratazione del cianato ad acido carbammico, o della cianammide ad urea 
(reazioni 1.2 e 1.3); 
• l’idratazione dell’aldeide a gem-diolo (reazione 1.4); 
• l’idrolisi dell’estere carbossilico, o solfonico (reazioni 1.5, 1.6), così come 
altri processi idrolitici minori, come quelli descritti dalle equazioni 1.7-1.9 
in Figura 1 [4]. 
 
 
Figura 1. Reazioni catalizzate dalle α-CAs. 
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Bisognerebbe notare che l’attività fosfatasica precedentemente decritta della CA 
III è stata recentemente provata essere un artefatto [2]. 
Non è chiaro in questo momento se altre reazioni catalizzate dalla α-CA come 
l’idratazione della CO2  hanno un significato fisiologico. 
E’ stata attualmente determinata la struttura cristallografica a raggi X per sei α-
CAs (isozimi CA I-VA, CA XII e CA XIV) [2,5] così come per alcuni isoenzimi 
rappresentativi delle famiglie di β- e γ-CA. 
Recentemente, è stato dimostrato che due isoforme di CA sono associate 
prevalentemente al cancro, dove esse sono coinvolte nella regolazione del pH e 
nella progressione del tumore. Recenti approcci nel capire il loro ruolo esatto 
hanno portato allo sviluppo di nuovi inibitori dell’anidrasi carbonica come agenti 
terapeutici antitumorali e/o diagnostici. 
 
2. MECCANISMO CATALITICO E DI INIBIZIONE DELLE ANIDRASI 
CARBONICHE [1] 
 
Il meccanismo catalitico delle CAs è conosciuto in dettaglio [6]: in tutte le classi 
di enzimi una specie metallica idrossilata (L3-M2+-OH-) dell’enzima è la specie 
cataliticamente attiva, agendo come un forte nucleofilo (a pH neutro) sulla 
molecola di CO2 all’interno di una tasca idrofobica nelle vicinanze. Questa specie 
metallica idrossilata si genera dall’acqua coordinata con lo ione metallico, il quale 
si trova in fondo alla cavità del sito attivo. Il centro attivo normalmente 
comprende ioni M(II) in una geometria tetraedrica, con tre proteine Ligande (L) in 
aggiunta alla molecola d’acqua/ione idrossido, ma lo Zn(II) e il Co(II) sono stati 
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anche osservati nelle geometrie di coordinazione trigonale bipiramidale o 
ottaedrica, per lo meno nelle γ-CAs. 
In molti enzimi, la formazione della specie metallica idrossilata dal metallo-
coordinato con l’acqua rappresenta lo stadio determinante del turnover catalitico. 
Per qualche α- e ζ-CAs la Kcat/KM  raggiunge valori >108 M-1 s-1; questo rende le 
CAs fra i più efficienti catalizzatori conosciuti in natura. I ligandi ionici metallici 
sono tre residui di His negli α-, γ-, e δ-CAs o una His e due residui di Cys nei β- e 
ζ-CAs. Qualche enzima della classe β ha quattro ligandi zinco proteina, che sono, 
una His, due Cys, e un Asp coordinato allo Zn(II). Per questi enzimi l’acqua non è 
coordinata allo ione metallico a valori di pH <8, come mostrato in un eccellente 
lavoro di cristallografia del gruppo di Jones sugli enzimi micobatterici Rv3558 e 
Rv1284. Tuttavia, a valori di pH >8, un residuo di Arg conservato in tutte le β-
CAs studiate finora (appartenenti al così chiamato elemento bivalente catalitico) 
forma un ponte salino con l’Asp coordinato allo Zn(II), liberando la quarta 
posizione di coordinazione dello Zn(II), la quale viene poi occupata dall’ingresso 
di una molecola d’acqua/ ione idrossido. 
L’inibizione e l’attivazione delle CAs sono processi ben conosciuti, con la 
maggior parte degli inibitori che si legano al centro del metallo, e gli attivatori che 
si legano all’ingresso della cavità del sito attivo e che partecipano allo 
spostamento dei protoni tra lo ione metallico legato ad una molecola d’acqua e 
l’ambiente. Questo porta all’aumento della formazione del metallo idrossilato, la 
specie cataliticamente attiva dell’enzima [7,8]. 
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2.1. α-CAs 
Lo ione metallico (come lo Zn(II) presente in tutte le α-CAs studiate finora) è 
essenziale per la catalisi [2,3]. I dati cristallografici a raggi X della struttura 
cristallina hanno dimostrato che lo ione metallico è situato nella tasca del sito 
attivo profonda 15 Å (Figura 2) ed è coordinato con tre residui di istidina (His94, 
His96 e His119) e una molecola d’acqua/ione idrossido [2,3].  
 
Figura 2. 
 
 
L’acqua legata allo zinco è anche impegnata nella formazione di un legame a 
idrogeno con l’idrossile della Thr199, che a sua volta è collegata con il 
carbossilato del Glu106; queste interazioni aumentano la nucleofilicità della 
molecola d’acqua legata allo zinco, e orientano il substrato (CO2) in una posizione 
favorevole per l’attacco nucleofilo  (Figura 3) [2,3].  
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Figura 3. 
 
 
La forma attiva dell’enzima è la base, con l’idrossido legato allo Zn(II) (Fig. 3A). 
Questo forte nucleofilo attacca la molecola di CO2  legata in una tasca idrofobica 
nelle sue vicinanze (il sito di legame del substrato comprende residui di Val 121, 
di Val 143 e di Leu 198 nel caso dell’isoenzima umano CA(II) (Fig. 3B), portando 
alla formazione di bicarbonato coordinato allo Zn(II) (Fig. 3C). Lo ione 
bicarbonato viene poi spiazzato da una molecola d’acqua e liberato in soluzione, 
portando alla forma acida dell’enzima, con l’acqua coordinata allo Zn(II) (Fig. 
3D), che è la forma cataliticamente inattiva [2,3]. Al fine di rigenerare la base A, 
ha luogo una reazione di trasferimento di un protone dal sito attivo all’ambiente 
circostante, che può essere sostenuta sia da residui del sito attivo (come l’His64- il 
protone navetta negli isoenzimi I, II, IV, VII, IX e XII-XIV tra gli altri) che da 
tamponi presenti nel mezzo. 
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Il processo può essere schematicamente rappresentato dalle equazioni (1.10) e 
(1.11): 
 
EZn2+—OH- + CO2   ⇔   EZn2+  —HCO3-  ⇔ EZn2+ —OH2 + HCO3-  (1.10) 
EZn2+ —OH2   ⇔   EZn2+—OH- + H+     (1.11)  
 
Il passaggio chiave nella catalisi è la seconda reazione, ovvero il trasferimento del 
protone che rigenera la specie Zn-idrossido dell’enzima [2,3,9]. Negli isoenzimi 
cataliticamente molto attivi, come CA II, CA IV, CA VII e CA IX, il processo è 
sostenuto da un residuo di istidina posto all’ingresso del sito attivo (His64), e da 
un gruppo di istidine (Fig. 1.2), che sporgono dal bordo del sito attivo sulla 
superficie dell’enzima, assicurando così un processo di trasferimento di protoni 
molto efficace per l’isoenzima CA II [9]. Questo spiega anche perché CA II è uno 
degli enzimi più attivi conosciuti (con una Kcat/Km = 1.5 x 108 M-1s-1) e fornisce 
anche importanti basi per la progettazione di suoi inibitori con applicazioni 
cliniche [2,3,9]. 
Sono note due principali classi di inibitori CA (CAIs): gli anioni complessanti il 
metallo, e le solfonammidi non sostituite, che legano lo ione Zn(II) dell’enzima 
sia sostituendo il ligando non proteico dello zinco (eq. 1.12 in Fig. 4) o 
aggiungendo al metallo una sfera di coordinazione (eq. 1.13 in Fig. 4), generando 
specie trigonali-bipiramidali [2,3,10]. 
Le solfonammidi, che sono i più importanti CAIs, come i derivati usati in clinica 
acetazolamide, metazolamide, etossizolamide, diclorofenamide, dorzolamide e 
brinzolamide [11], legano lo ione Zn(II) con una geometria tetraedrica (Figura 4), 
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allo stato deprotonato, con l’atomo di azoto della solfonammide coordinato allo 
Zn(II) e formano un’estesa rete di legami a idrogeno, coinvolgendo residui di 
Thr199 e di Glu106, che partecipano anche all’ancoraggio della molecola di 
inibitore allo ione metallico.  
La parte aromatica/eterociclica dell’inibitore (R) interagisce con residui idrofilici 
e idrofobici della cavità. Gli anioni si possono legare sia con un geometria 
tetraedrica allo ione metallico sia come addotti trigonali-bipiramidali, come ad 
esempio l’addotto tiocianato mostrato in Fig. 4B [10,11]. 
 
Figura 4. 
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3. UTILIZZO CLINICO GENERALE DEGLI INIBITORI DELLA 
ANIDRASI CARBONICA 
 
Sono stati sviluppati ed impiegati clinicamente quattro tipi di solfonammidi CAI 
come farmaci antiglaucoma: acetazolamide, metazolamide, etossizolamide e 
diclorofenamide [11]. Come visto dai dati della Tabella 2, i composti riportati 
inibiscono fortemente la maggior parte degli isoenzimi CA (CA I, CA II, CA IV, 
CA V, CA VII, CA IX e CA XII-XIV), con affinità, per molti di essi, nel range 
del basso nanomolare. 
Recentemente, sono stati introdotti nella pratica clinica due nuovi farmaci, CAI a 
struttura solfonammidica per uso topico, la dorzolamide e la brinzolamide, 
risultati potenti inibitori della maggior parte degli isoenzimi  
α-CA (Tabella 2). 
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Tabella 2. 
 
Isozima Ki (nM) Composto 
CA I CA II CA 
III 
CA 
IV 
CA 
VA 
CA 
VB 
CA 
VI 
CA 
VII 
CA 
IX 
CA 
XII 
CA 
XIII 
CA 
XIV 
acetazolamide 250 12 3.10 74 63 54 11 2.5 25 5.7 17 41 
metazolamide 50 14 1.10 6200 65 62 10 2.1 27 3.4 19 43 
etossizolamide 25 8 5000 93 25 19 43 0.8 34 22 nt 25 
diclorofenamide 1200 38 nt 15000 630 21 79 26 50 50 23 345 
dorzolamide  50000 9 8000 8500 42 33 10 3.5 52 3.5 18 27 
brinzolamide 45000 3 nt nt 50 30 0.9 2.8 37 3.0 nt 24 
topiramato 250 10 nt 4900 63 30 45 0.9 58 3.8 47 1460 
topiramato 
sulfamide 
3450 2135 nt 941 32 21 nt 35 4580 1875 30 25 
 
 
Alcuni di questi inibitori potrebbero essere usati per il trattamento sistemico del 
glaucoma, ed ancora più recentemente, sono stati scoperti derivati più nuovi che 
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sono potenziali agenti antiglaucoma per uso topico, come anche antitumorali, anti-
obesità o farmaci anti-infettivi [12-16]. 
Gli effetti inibitori di alcuni di questi farmaci usati clinicamente verso le isoforme 
presenti nei mammiferi CA I-XIV, di origine umana o di topo, sono mostrate in 
Tabella 3. 
 
Tabella 3. 
 
  
 
Dal momento che specifici isoenzimi sono responsabili di differenti risposte 
biologiche, il loro diverso profilo di inibizione può spiegare le reali applicazioni 
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cliniche delle CAI, che vanno da farmaci diuretici e antiglaucoma, a farmaci 
antitumorali, anti-obesità e anti-epilettici. 
Tuttavia, un problema cruciale nella progettazione di nuovi CAI è relativo 
all’elevato numero di isoforme, la loro diffusa localizzazione in molti tessuti e 
organi (Tabella 4), e la mancanza di selettività degli inibitori attualmente 
disponibili nei confronti dell’isoenzima. 
 
Tabella 4. 
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Le condizioni riducenti presenti nei tumori ipossici, in combinazione con la 
presenza della proteina ridotta tioredoxina-1, mediano la riduzione del legame 
disolfuro con formazione di tioli [16]. I composti ridotti (tioli) sono meno 
ingombranti e mostrano un’eccellente attività inibitoria delle CAs (nel range del 
basso nanomolare) rispetto ai disolfuri corrispondenti, i quali hanno difficoltà ad 
entrare nello spazio limitato del sito attivo dell’enzima [16]. 
I classici inibitori della CA (CAIs) sono le solfonammidi primarie, R-SO2-NH2  
che vengono utilizzate clinicamente da più di 50 anni come diuretici e farmaci 
antiglaucoma per uso sistemico. Infatti, ci sono circa 30 farmaci usati 
clinicamente (o farmaci in via di sviluppo) che appartengono alla classe delle 
solfonammidi o dei sulfamati, 1-25, (Figura 5) che hanno mostrato una 
significativa attività inibitoria della CA. Oltre al ruolo definito per questi CAIs 
come agenti diuretici e antiglaucoma, è emerso recentemente che hanno un 
potenziale come farmaci anticonvulsivanti, antiobesità, antitumorali, antipanico, e 
antinfettivi [17,18]. Tuttavia, i punti critici per la progettazione di CAIs come 
agenti terapeutici riguardano l’elevato numero di isoforme negli umani (16 CAs, 
di cui 13 hanno attività catalitica), la loro piuttosto diffusa localizzazione in molti 
tessuti/organi, e la mancanza di selettività dell’isoenzima nei confronti degli 
inibitori solfonammidici/sulfamati attualmente disponibili [17,18].  
Infatti, tra i derivati 1-25, non ci sono composti che inibiscono selettivamente una 
specifica isoforma di CA con valori terapeutici. Tuttavia il loro profilo di 
inibizione dei 13 isoenzimi di mammiferi è molto variabile e possono essere usati 
per la progettazione di scaffold di farmaci di nuova generazione, inibitori 
isoforma-selettivi.    
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Infatti, ultimamente sono stati fatti notevoli progressi in questo campo. 
Figura 5. 
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4. INIBITORI DELL’ANIDRASI CARBONICA QUALI FARMACI PER 
DISTURBI OCULARI. 
Il glaucoma è una malattia cronica e degenerativa degli occhi, caratterizzata da 
un'alta pressione oculare (IOP) che causa danni irreversibili al nervo ottico, 
provocando una perdita progressiva della vista ed eventualmente cecità [19-21]. 
Studi sulla chimica e dinamica dell’umore acqueo hanno identificato che il 
principale costituente di questa secrezione è rappresentato dal bicarbonato di 
sodio. 
Le CAs sono state identificate nell’uvea anteriore dell’occhio dove hanno 
mostrato essere responsabili della secrezione di bicarbonato. I CAIs rappresentano 
il trattamento fisiologico principale per il glaucoma, inibendo l’enzima del 
processo ciliare, l’isoenzima CA II solfonammido sensibile (Tabella 3),la 
secrezione di bicarbonato e di umore acqueo viene ridotta, causando il 25-30% di 
riduzione della IOP [19]. In realtà, l’acetazolamide (1) per via sistemica, la 
metazolamide (2), l’etossizolamide (3) o la diclorofenamide (4) sono ampiamente 
usati per trattare questo disturbo. 
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Il farmaco più studiato è l’acetazolamide (1, il cui nome commerciale è Diamox) 
la quale viene spesso somministrata per lunghi periodi in quanto riduce 
notevolmente la IOP, possedendo tossicità minima e proprietà farmacocinetiche 
ideali. Tuttavia, siccome le CAs sono espresse in maniera ubiquitaria nei 
vertebrati, la somministrazione sistemica delle solfonammidi porta all’inibizione 
non specifica delle CA presenti nei processi ciliari degli occhi (per esempio la CA 
II, IV, e XII) ed è associato ad effetti indesiderati, come torpore e formicolio delle 
estremità, sapore metallico, depressione, fatica, malessere, perdita di peso, 
diminuzione della libido, irritazione gastrointestinale, acidosi metabolica, calcoli 
renali e miopia transitoria.  
Lo sviluppo di solfonammidi solubili in acqua quali CAIs da usare in gocce 
oculari iniziò nel 1990, e dal 1995 il primo agente farmacologico, la dorzolamide 
(6), è stato lanciato dalla Merck con il nome commerciale di Trusopt® [6]. Un 
secondo composto strutturalmente simile, la brinzolamide (7), è stata anche 
approvata (dalla Alcon con il nome commerciale di Azopt®) [6] per il trattamento 
topico del glaucoma insieme a β-bloccanti come il timololo (Timoptol®), e ad 
analoghi della PGF2α [22], al latanoprost (Xalatan®), e al travoprost (Travatan®). 
 
 
 
La dorzolamide e la brinzolamide sono potenti CAIs solubili in acqua che sono 
sufficientemente liposolubili per penetrare la cornea, e possono essere 
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somministrati per via topica come  idrocloride salificata (ad un pH di 5.5) o come 
una base libera, rispettivamente.  I due farmaci sono efficaci nel ridurre la IOP e 
mostrano minori effetti collaterali rispetto ai farmaci utilizzati per via sistemica. 
Gli effetti collaterali osservati includono dolore, bruciore e arrossamento degli 
occhi, visione sfuocata e prurito, i quali sono probabilmente dovuti al pH acido 
della soluzione oculare di dorzolamide. E’ stato anche sperimentato un sapore 
amaro con entrambi i farmaci  CAIs sia per uso sistemico che per uso topico, il 
quale è probabilmente dovuto all’accumulo di farmaco a livello oculare che 
defluisce nell’orofaringe e che inibisce le CAs presenti nella saliva (CA VI) e 
nelle papille gustative (CA II e CA VI) con il conseguente accumulo di 
bicarbonato. 
Questi composti vengono ampiamente usati per controllare il flusso di umore 
acqueo e la pressione intraoculare (IOP) nei pazienti con glaucoma [23]. 
Perciò, nuovi efficaci CAIs topici quali possibili agenti antiglaucoma sono ancora 
in fase di studio [21]. Un recente approccio ha coinvolto l’attacco di funzioni che 
rendono solubili in acqua e di sistemi ad anello da attaccare alle solfonammidi 
aromatiche o eterocicliche per ottenere composti due o tre volte più efficaci 
rispetto la dorzolamide nell’abbassare la IOP nei conigli.  
Questi composti erano solubili in acqua (come idrocloridi, triflati o 
trifluoroacetati), potenti inibitori della CA II umana, che penetravano la cornea e 
riducevano significativamente  la IOP sia in conigli normotesi che in quelli affetti 
da glaucoma [21]. 
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Recentemente [23] è stato proposto un altro approccio per ottenere CAIs 
antiglaucoma che incorporano lo scheletro della dorzolamide 6 sulla quale sono 
stati inseriti esteri nitrici, portando a composti del tipo 26.  
 
 
 
Alcuni di questi hanno mostrato una elevata potenza ed efficacia NO-mediata 
come provato dal loro effetto rilasciante vascolare sull’anello aortico dei conigli 
pre-contratto da metoxamina ed hanno esercitato un forte abbassamento della IOP 
in vivo nei conigli normotesi, anticipando in tal modo il loro potenziale per il 
trattamento del glaucoma ipertensivo [23]. 
L’uso delle CAIs nel trattamento dell’edema maculare è basato sull’osservazione 
che l’acetazolamide (sale sodico) somministrata per via sistemica è efficace nel 
trattamento di questa condizione. Un’efficacia simile è stata osservata anche con 
la somministrazione topica della dorzolamide e della brinzolamide [20]. 
Viene generalmente assunto che la scomparsa dell’edema ed il miglioramento 
della vista sono indipendenti dall’attività ipotensiva della solfonammide,  dovuta 
agli effetti diretti sulla circolazione nella retina. L’acetazolamide, la dorzolamide 
o la brinzolamide probabilmente agiscono come vasodilatatori locali, migliorando 
il flusso di sangue in questo organo e di conseguenza pulendo dai prodotti di 
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scarto metabolico. La visione dopo essere stati sottoposti al trattamento (nelle fasi 
iniziali del disturbo) viene notevolmente migliorata [20]. 
Gao et al. [24] hanno recentemente dimostrato che l’isoenzima citosolico lento 
CA I media la permeabilità retinale emorragica e quella vascolare cerebrale 
attraverso l’attivazione della precallicreina e la generazione di una serina proteasi 
altamente attiva che è il fattore XIIa. 
Questi fenomeni contribuiscono alla patogenesi della retinopatia diabetica 
proliferativa e dell’edema maculare diabetico, che rappresentano le principali 
cause della perdita della vista, e per i quali non ci sono trattamenti farmacologici 
attualmente disponibili. Perciò, come sostenuto dagli autori, l’inibizione della CA 
I può essere un bersaglio terapeutico per il trattamento di queste condizioni. 
Infatti, attualmente, sono disponibili potenti inibitori della CA I.  
Qualcuna delle isoforme associate alla membrana, come la CA IV, IX e la XII, 
sono anche considerate come i possibili bersagli delle solfonammidi antiglaucoma 
[25-27]. L’isoenzima bovino CA IV ha mostrato di essere sensibile all’inibizione 
da parte di molte solfonammidi e sulfamati, con una KIs nel range del basso 
nanomolare [27]. Tuttavia, la corrispondente isoforma umana, CA IV, mostra un 
diverso funzionamento, con qualche farmaco, come l’acetazolamide, 
l’etossizolamide e il sultiame, che agiscono come degli efficaci inibitori, mentre 
altri agenti antiglaucoma, come la metazolamide, la diclorofenamide, la 
dorzolamide e la brinzolamide, agiscono come deboli inibitori (Tabella 3), il che 
ci suggerisce che è improbabile che la CA IV sia coinvolta nella secrezione 
dell’umore acqueo, dato che viene inibito debolmente dalla maggior parte delle 
solfonammidi antiglaucoma.  
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Tuttavia, la CA XII (ma non la CA IX) ha recentemente mostrato di essere 
altamente espressa negli occhi di pazienti con glaucoma, e probabilmente gioca un 
ruolo importante nell’aumento della IOP caratteristica del disturbo [27]. 
Successivamente è stato mostrato che la CA XII viene altamente inibita da tutte le 
solfonammidi antiglaucoma usate clinicamente (Tabella 3), e questa è 
probabilmente l’isoforma di membrana coinvolta nel glaucoma che viene 
bersagliato da questi agenti.  
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Le anidrasi carboniche (CAs) sono un gruppo di metalloenzimi molto diffusi in 
tutti gli organismi. Nei mammiferi sono state isolate almeno 15 differenti 
isoforme dell’anidrasi carbonica α, dove questi zinco-enzimi hanno importanti 
ruoli fisiologici. Gli isoenzimi CA svolgono varie ed importanti funzioni 
fisiologiche e fisio-patologiche relative alla respirazione e al trasporto della 
CO2/bicarbonato tra i tessuti metabolizzanti e i polmoni, al pH e all’omeostasi 
della CO2, alla secrezione di elettroliti in una varietà di tessuti/organi, alle reazioni 
biosintetiche, come la gluconeogenesi, la lipogenesi e l’ureogenesi (negli 
animali), alla fissazione della CO2 (nelle piante e nelle alghe), alla tumorigenicità, 
alla crescita e virulenza dei vari patogeni, ecc. La presenza di questi enzimi 
ubiquitari in così tanti tessuti e in così tante isoforme, rappresenta una meta 
attraente per la progettazione di inibitori con applicazioni biomediche. La loro 
inibizione è stata sfruttata clinicamente per decenni per varie classi di diuretici e 
per agenti antiglaucoma che agiscono a livello sistemico.  
Negli ultimi anni sono emerse nuove applicazioni degli inibitori delle CA (CAIs), 
come gli antiglaucoma che agiscono a livello topico, gli anticonvulsivanti, gli 
antiobesità, gli antipanico, e gli agenti antitumorali/strumenti diagnostici. Di 
conseguenza sono state riportate numerose nuove classi di CAIs, al fine di 
modularne le proprietà farmacologiche. Le CAs vengono inibite principalmente 
da due classi di composti: gli anioni (tra cui molti carbossilati) e le 
solfonammidi/sulfamati/sulfammidi, che generalmente si legano allo ione Zn2+ del 
sito attivo dell’enzima. 
In tale settore, il gruppo di ricerca presso il quale ho svolto la mia tesi ha 
recentemente descritto nuovi derivati triciclici contenenti lo scaffold 
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benzotiopiranopirazolico e piridotiopiranopirazolico sul quale è stata inserita una 
funzione benzensolfonammidica 1 [28]. Questi composti erano stati progettati 
quali analoghi rigidi di celecoxib e valdecoxib che, nati come inibitori selettivi 
della COX2, hanno mostrato di essere anche potenti inibitori delle Cas. 
  
N
N
F3C
SO2NH2
CH3
O N
SO2NH2
H3C
CLX VLX
N
N
SO2NH2
S
X
R
1  R = H, CH3, OCH3    X = CH, N
 
 
 
I composti 1 a-e, così come i composti di riferimento CLX e VLX, sono stati 
saggiati quali inibitori catalitici delle isoforme hCA I-XIV (Tabella 1) presso il 
laboratorio del dottor Supuran, C.T. dell’Università di Firenze.  
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Tabella 1. 
 
 
 
La caratteristica principale dei derivati pirazolici 1a-e è risultata la predominante 
elevata inibizione dell’anidrasi carbonica umana (hAC) I e II, mentre la loro 
attività inibitoria verso hCA III, IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII, XIII, e XIV è 
risultata di due ordini di grandezza più bassa. 
La cristallografia a raggi X e studi di sovrapposizione hanno permesso di spiegare 
il profilo di inibizione specifico delle pirazolo-solfonammidi, che è risultato 
piuttosto differente da quello dei composti di riferimento CLX e VLX. 
In particolare, per studiare il tipo di inibizione di questi composti sono stati 
condotti studi di cristallografia a raggi X del composto 1e complessato con 
l’enzima hCA II (Figura 1).  
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Figura 1. 
 
 
Il composto 1e si inserisce profondamente nel sito attivo dell’enzima, spiazza il 
solvente legato allo zinco catalitico, per cui l’azoto della solfonammide si lega 
direttamente allo ione Zn. L’azoto e l’ossigeno della solfonammide sono infatti 
alla giusta distanza per formare legami a idrogeno con la treonina 199 (Figura 1).  
L’atomo di zolfo distorce l’anello del composto ma non è direttamente coinvolto 
nell’interazione con l’enzima. Gli anelli idrofobici del sistema eterociclico si 
protendono all’esterno e sono stabilizzati principalmente da residui idrofobici che 
delimitano la cavità del sito attivo mediante interazioni di Van der Waals con le 
catene laterali di valina 121, fenilalanina 131, leucina 198, prolina 202 ed istidina 
64. 
In Figura 2 è riportata la sovrapposizione della struttura hCA II-1e (Fig. 2A) che è 
stata effettuata parallelamente con VLX (Fig. 2B) e CLX (Fig. 2C), sempre in 
complesso con hCA II. 
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Figura 2. 
 
 
L’aspetto più interessante di questa comparazione ha rivelato che tutti i tre 
composti si sono legati allo zinco del sito attivo e che i loro gruppi terminali 
hanno la capacità di occupare zone diverse sulla superficie del sito attivo. I 
risultati hanno quindi indicato che le benzensolfonammidi 1a-e costituiscono una 
classe di CAIs altamente interessante, grazie alla loro specificità nei confronti di 
un numero ristretto di CA isoforme. 
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Proseguendo le ricerche in questo campo, lo scopo della mia tesi è stato quello di 
sintetizzare gli analoghi dei derivati pirazolici appena descritti nei quali però la 
funzione benzensulfonammidica è stata inserita in posizione 2 dello scaffold. 
 
N N
S
X
R
H2NO2S
 
2a-e 
 
2a: X = CH R = H 
2b: X = CH R = OCH3 
2c: X = CH R = Cl 
2d: X = N R = H 
2e: X = N R = CH3 
 
 
Sintesi delle benzotiopiranopirimidine 2-aril sostituite 
 
La sintesi impiegata nella preparazione dei composti 2a-c ha coinvolto, come 
primo passaggio, la preparazione dei composti  7-metossi-2,3-diidro-1-
benzopiran-4(4H)-one 3b ed il 7-cloro-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 3c 
già descritti [29], mentre il tiocroman-4-one non sostituito 3a è commercialmente 
disponibile. I composti 3a e 3b sono stati ottenuti con due sintesi differenti 
illustrate rispettivamente nello schema 1 e nello schema 2. 
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S
O
R
 
3a-c 
a: R = H 
b: R = OCH3 
c : R = Cl 
 
 
Schema 1 
S
O
H3COSHH3CO SCH2CH2COOHH3CO
i ii
 
4     3b 
Reagenti e condizioni: i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 soluzione 
acquosa e NaOH 10% 100°C, 3h; ii: MSA 75°C, 2h. 
 
Un eccesso di acido 3-bromopropionico in una soluzione satura di bicarbonato di 
sodio è stato aggiunto ad una soluzione di 3-metossitiofenolo in una soluzione 
acquosa al 10% di idrossido di potassio. La miscela di reazione è stata sottoposta 
ad agitazione a 100°C per 3 ore, raffreddata ed acidificata con acido cloridrico 
concentrato fino a pH=4. Il solido precipitato è stato raccolto tramite filtrazione e 
lavato con acqua per ottenere il corrispondente acido tiopropionico 4 puro con una 
buona resa; questo, per trattamento con acido metansolfonico, ha dato il 2,3-
diidro-1-benzopiran-4(4H)-one grezzo 3b, che è stato purificato tramite 
cristallizzazione (Schema 1). 
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Schema 2 
S
O
ClSHCl SCH2CH2COOHCl
i ii
 
5     3c 
Reagenti e condizioni: i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 soluzione 
acquosa e NaOH 10% 100°C, 4h, ii: H2SO4 75°C, 2h. 
 
Un eccesso di acido 3-bromopropionico in una soluzione satura di bicarbonato di 
sodio è stato aggiunto ad una soluzione di 3-clorotiofenolo in una soluzione 
acquosa al 10% di idrossido di potassio. La miscela di reazione è stata sottoposta 
ad agitazione a 100°C per 4 ore, raffreddata ed acidificata con acido cloridrico 
concentrato fino a pH 3. Il solido precipitato è stato raccolto tramite filtrazione e 
lavato con acqua per ottenere il corrispondente acido tiopropionico puro 5, con 
una buona resa, che per trattamento con acido solforico ha dato il 2,3-diidro-1-
benzotiopiran-4(4H)-one grezzo 3c, che è stato purificato tramite cristallizzazione 
(Schema 2). 
 
 
Sintesi delle piridotiopirano-pirimidine 2-aril sostituite 
 
Analogamente, la via sintetica utilizzata nella preparazione dei composti 2d-e ha 
coinvolto, come primo step, la preparazione dei già descritti 2,3-
diidrotiopiran[2,3-b]piridin-4(4H)-one 3d [30] e 3e [31].  
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NR S
O
 
3d-e 
R = H, CH3 
 
La reazione dell’acido 2-mercaptopiridin-3-carbossilico con l’acido 3-
bromopropionico in soluzione acquosa di idrossido di potassio ha dato l’acido 3-
(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 6 con resa molto buona (98%); questo, per 
trattamento con acetato di sodio anidro e anidride acetica, ha portato al composto 
grezzo desiderato 3d (Schema 3), la cui purificazione è stata effettuata tramite 
filtrazione su colonna cromatografica in gel di silice (60/0.040-0.063 mm), 
utilizzando come miscela eluente etere di petrolio 60°-80°/acetato di etile = 7:3. 
 
Schema 3 
 
N SH
COOH
i ii
N SCH2CH2COOH
COOH
N S
O
 
6              3d 
Reagenti e condizioni: i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 aq. e NaOH 10%, 
60°C, 4h; ii: AcONa/Ac2O, 160°C, 2h. 
 
La sintesi del piridotiopiranone 7-metil sostituito è stata effettuata secondo una 
procedura già descritta [31] e riportata nello Schema 4. 
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Schema 4  
 
N OHH3C N SHH3C N SH3C COOH
N S
O
H3C
i ii
iii
7 8
3e
 
Reagenti e condizioni: i: P2S5, 150°C, 4 h; ii: acido 3-bromopropionico in 
NaHCO3 aq. e NaOH 10%, t.a., 4 giorni; iii: PPA, 170°C, 3 h. 
 
La 2-idrossi-6-metilpiridina viene miscelata in un mortaio con una quantità 
equivalente di P2S5, quindi si scalda a 150°C per ottenere la 2-mercapto-6-
metilpiridina 7. Questa viene solubilizzata in KOH 10% ed addizionata di una 
quantità equimolare di acido 3-bromopropionico in NaHCO3 acquoso. La miscela 
viene lasciata in agitazione a temperatura ambiente per 4 giorni a formare l’acido 
8, che viene poi ciclizzato con PPA per ottenere il tiopirano desiderato 3e. 
Gli α-idrossimetilenderivati 9a-e, hanno successivamente rappresentato gli 
intermedi chiave per la preparazione di tutti i nuovi derivati di tipo 
tiopiranopirazolico 2a-e.  
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X S
O
CHOH
R
 
9a-e 
9a: X = CH R = H 
9b: X = CH R = OCH3 
9c: X = CH R = Cl 
9d: X = N R = H 
9e: X = N R = CH3 
 
 
I tiopiranoni 3a-e vengono formilati in buone rese a 9a-e, seguendo una metodica 
analoga a procedure riportate in letteratura. [32, 33] Per reazione con formiato di 
etile, in presenza di metilato di sodio in rapporto rispettivamente 1: 2: 2 in 
soluzione toluenica anidra (Schema 5), sono ottenuti i composti 9a-e, 
sufficentemente puri da potere essere utilizzati come tali nelle reazioni successive. 
 
Schema 5 
X S
O
R X S
O
CHOH
R
MeONa
HCOOEt
Toluene
 
   3a-e       9a-e 
 
a: X=CH R=H 
b: X=CH R=OCH3 
c: X=CH R=Cl 
d: X=N R=H 
e: X=N R=CH3 
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Prendendo in considerazione la preparazione dei derivati pirazolici 1a-e sostituiti 
in posizione 1 dell’anello pirazolico precedentemente sintetizzati [28]; questi sono 
stati ottenuti per condensazione diretta tra gli intermedi 9a-e e p-
solfonamidofenilidrazina cloridrato. Dai dati riportati in letteratura[34] relativi 
alla sintesi di altri derivati pirazolici, era stato evidenziato che dalla miscela di 
reazione condotta a freddo si ottenevano i fenilidrazoni intermedi, mentre dalla 
miscela di reazione condotta a caldo, si ottengono esclusivamente i pirazoli. Si 
può supporre che anche in quel caso il derivato fenilidrazono-metilenico era 
l’intermedio, che per ciclizzazione ha fornito il prodotto desiderato sotto forma di 
cloridrato dal quale viene liberata la base per trattamento con K2CO3. Bisogna 
altresì sottolineare che, nella miscela di reazione era stata sempre riscontrata la 
presenza di un solo prodotto e non di due pirazoli isomeri; grazie alla maggiore 
reattività del gruppo idrossimetilenico dei derivati 9a-e, rispetto al gruppo 
chetonico, che è stata accertata sulla base di reazioni riportate in letteratura [33], 
riguardanti la formazione di enamine su tale gruppo. Sulla base di tali 
considerazioni, vista la più alta reattività nucleofila dell’atomo di azoto in beta 
rispetto a quello in alfa della fenilidrazina, il gruppo fenilico era stato appunto 
attribuito alla posizione 1 e non alla posizione 2 nei derivati 1a-e. [28] 
Per la sintesi dei corrispondenti pirazoli sostituiti in posizione 2 è stato invece 
necessario sintetizzare i derivati 10a-e in cui la funzione idrossimetilenica, più 
reattiva del gruppo chetonico, è stata protetta con un gruppo p-toluensolfonico, 
[35] così come era già stato fatto per alcuni derivati pirazolici 2-sostituiti descritti 
recentemente dal gruppo di ricerca presso il quale ho svolto la mia tesi 
sperimentale. [36] 
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X S
O
CHOSO2
R
CH3
 
10a-e 
10a: X=CH R=H 
10b: X=CH R=OCH3 
10c: X=CH R=Cl 
10d: X=N R=H 
10e: X=N R=CH3 
 
La sintesi dei prodotti 10a-e viene effettuata a partire dagli opportuni α-
idrossimetilenderivati 9a-e (Schema 6) in soluzione di tetraidrofurano anidro, per 
addizione con una quantità stechiometricamente doppia di p-toluensolfonilcloruro 
e un forte eccesso di K2CO3. La miscela di reazione viene tenuta in agitazione per 
15 ore a temperatura ambiente e per 15 ore a riflusso controllandone l’andamento 
mediante TLC (miscela eluente: Etere di petrolio/AcOEt 7: 3). 
Dopo raffreddamento, la sospensione ottenuta viene portata a secco, trattata con 
H2O e successivamente estratta con CHCl3. La fase organica è quindi evaporata a 
secchezza ed il residuo ottenuto è purificato mediante cromatografia flash su 
colonna di gel di silice. 
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Schema 6 
X S
O
CHOH
R
X S
O
CHOSO2
R
CH3
+ CH3ClO2S
THF, ∆9a-e
10a-e
 
a: X=CH R=H 
b: X=CH R=OCH3 
c: X=CH R=Cl 
d: X=N R=H 
e: X=N R=CH3 
 
 
Successivamente, facendo reagire gli intermedi 10a-e con la p-
solfonamidofenilidrazina cloridrato, in condizioni analoghe a quelle utilizzate in 
precedenza, [36] è stato tentato di ottenere i derivati 2-sostituiti desiderati  come 
riportato nel seguente schema 7.   
Un leggero eccesso di p-solfonamidofenilidrazina cloridrato viene addizionato ad 
una soluzione di 0.003 moli dell’opportuno derivato 10a-e in 10 ml di DMF. La 
miscela di reazione è tenuta per 24 ore in agitazione a temperatura ambiente e 
successivamente posta a riflusso per 15 ore, controllandola mediante TLC. I 
prodotti finali ciclizzati 2a-e ottenuti come composti grezzi, sono stati purificati 
mediante cromatografia flash su colonna di gel di silice utilizzando l’opportuna 
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miscela eluente, (tabella I), Schema 7. Al momento della stesura di questa tesi 
sono stati caratterizzati alcuni dei prodotti finali. 
 
Schema 7 
 
X S
O
CHOSO2
R
CH3 + H2NHN SO2NH2HCl
DMF, ∆
X SR
NN
SO2NH2
2a-e
10a-e
 
a: X=CH R=H 
b: X=CH R=OCH3 
c: X=CH R=Cl 
d: X=N R=H 
e: X=N R=CH3 
 
 
L’attività biologica dei nuovi composti pirimidinici sintetizzati sarà valutata 
grazie alla collaborazione con il gruppo di ricerca dell’Università di Firenze. 
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Tabella I 
Caratteristiche chimico-fisichee spettroscopiche dei derivati 2-(p-sulfonamidofenil)-1,4-tiopirano pirazoli 2b-e 
 
N N
S
X
R
H2NO2S
 
 
Analisi elementare (%) 
Calc./trov. 
N R X Resa (%) 
P.f. (°C) 
(solv. 
crist.) 
 
1H nmr (δ ppm) Formula 
C H N 
2b OCH3 C n.d. n.d n.d C17H15N3O3S2 54.67 
54.91 
4.05 
4.58 
11.25 
11.21 
2c Cl
 
C n.d n.d n.d C16H12N3O2S2Cl 50.86 
51.10 
3.20 
3.13 
11.12 
10.96 
2d H N 35 >220 n.d. C15H12N4O2S2 52.31 
52.71 
3.51 
3.99 
16.27 
16.28 
2e CH3 N 37 >220 2.34 (s, 3H, CH3-Ar); 4.11 (d, 2H, CH2S); 6.90 (t, 1H, Ar-H), 
7.49-7.58 (m, 2H, NH2 exch, 2H, Ar-H); 7.72 (d, 1H, Ar-H); 
7.88-7.92 (m, 3H, Ar-H) 
C16H14N4O2S2 53.61 
53.41 
3.94 
4.06 
15.63 
15.31 
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Materiali e metodi 
 
Se non diversamente specificato tutti i solventi ed i reagenti utilizzati per la sintesi 
sono stati acquistati dalle ditte fornitrici e sono stati usati senza ulteriore 
purificazione.  
Come agente essiccante è stato utilizzato il solfato di magnesio. 
L’evaporazione dei solventi è stata effettuata sotto vuoto utilizzando l’evaporatore 
ruotante. 
Le rese (%) si riferiscono a composti cromatograficamente e spettroscopicamente 
(1H-NMR) omogenei.  
Le reazioni sono state monitorate mediante cromatografia su strato sottile (T.L.C.) 
realizzate su foglio di alluminio ricoperte di silice (MERK 60 F-254, spessore 0.2 
mm). Per le colonne cromatografiche è stata usato il gel di silice 60 (230-400 
mesh).  
Gli spettri di risonanza magnetica del protone (1H-NMR) sono stati eseguiti in 
soluzione di dimetilsolfossido esa-deuterato (DMSO-d6) con uno spettrometro 
Varian Gemini-200 (200-MHz) utilizzando (CH3)4Si (TMS) come standard 
interno. 
I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio di Reichert Köfler e 
non sono stati corretti.
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Acido 3-[(3-metossifenil)tio]propionico 4 [29] 
 
1.76 ml (0.014 moli) di 3-metossitiofenolo vengono solubilizzati in 12 ml di una 
soluzione di KOH 10%. 2.716 g (0.018 moli) di acido 3-bromopropionico 
vengono solubilizzati in una soluzione di 1.508 g (0.018 moli) di NaHCO3 in 14 
ml di H2O. Le due soluzioni vengono riunite e la miscela così ottenuta è lasciata 
in agitazione magnetica a temperatura ambiente per 12 ore e quindi a riflusso per 
3 ore. Si ottiene una soluzione che viene acidificata con HCl conc. fino a pH=4. Il 
solido bianco che precipita viene raccolto per filtrazione ottenendo 2.437 g di 
prodotto 4 (resa: 82.11%). P.f. 58-60°C 
 
 
7-metossi-2,3-diidro-4H-1-benzotiopiran-4-one 3b [29] 
 
2.00 g (0.01 moli) di prodotto 4 vengono addizionati con 20.0 g di acido 
polifosforico, la miscela di reazione viene riscaldata sotto continua agitazione 
magnetica a 120°C per 3 ore e mantenuta a temperatura ambiente per 5 ore. Dopo 
raffreddamento, la sospensione ottenuta è decomposta con ghiaccio e acqua e la 
soluzione viene estratta con CHCl3. La fase cloroformica seccata su MgSO4 viene 
evaporata a pressione ridotta, ottenendo un residuo che viene solubilizzato in 
CHCl3 e purificato per cromatografia su colonna di allumina, utilizzando come 
miscela eluente: Benzina 60°-80°/AcOEt = 9:l. 
Si ottengono 0.742 g di prodotto desiderato 3b (resa: 38.25%).  P.f. 55-56°C 
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Acido 3-[(3-clorofenil)tio]propionico 5 [29] 
 
3.3 ml (0.0285 moli) di 3-clorotiofenolo vengono solubilizzati in 12 ml di una 
soluzione di KOH 10% e 4.580 g (0.0365 moli) di acido 3-bromopropionico 
vengono solubilizzati in una soluzione ottenuta sciogliendo 3.1 g (0.0365 moli) di 
NaHCO3 in 28 ml di H2O. Le due soluzioni vengono riunite e la miscela così 
ottenuta è lasciata in agitazione magnetica a temperatura ambiente per 12 ore e 
quindi a riflusso per 4 ore. Si ottiene una soluzione che viene acidificata con HCl 
conc. fino a pH = 3. Il solido bianco che precipita viene raccolto per filtrazione 
ottenendo 5.66 g di prodotto 22b (resa: 92%). P. f.: 75-80°C 
 
 
7-Cloro-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 3e [29] 
 
A 5.66 g (0.0262 moli) di prodotto 5 vengono addizionati 45 ml di acido solforico 
conc., la miscela di reazione viene tenuta in agitazione magnetica a temperatura 
ambiente. Dopo alcune ore la miscela di reazione è trattata con ghiaccio ed il 
solido che precipita viene raccolto per filtrazione. Si ottiene il composto 
desiderato 21b che viene purificato mediante cristallizzazione con etere di petrolio 
30°-60°. 
Si ottengono 3.679 g di prodotto desiderato (resa: 70.74 %). P. f.: 60-62°C 
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Acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 6 [30] 
 
11.83 g (77.3 mmoli) di acido 3-bromopropionico in 50 ml d’acqua e 6.5 g (72.0 
mmoli) di sodio idrogeno carbonato sono stati aggiunti ad una soluzione di 10 g 
(64.5 mmoli) di acido 2-mercaptopiridin-3-carbossilico in 90 ml di soluzione 
acquosa di idrossido di potassio al 10%. La miscela di reazione è lasciata in 
agitazione per 4 ore a 60°C, raffreddata e acidificata con acido cloridrico fino a 
pH=2. Il solido prodotto precipitato è stato raccolto e lavato con acqua a dare 
14.52 g (98% di resa) di prodotto 6 puro. P.f. 205-208°C (dec) (etil acetato) 
 
 
2,3-Diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 3d [30] 
 
Una soluzione di acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 6 (8.0 g, 35.2 mmoli) 
ed acetato di sodio anidro (5.376 g, 64 mmoli) in 72 ml di anidride acetica è stata 
fatta refluire a 160°C per 1.5 ore. Dopo raffreddamento, la miscela di reazione è 
stata diluita con acqua, alcalinizzata con una soluzione di NH4OH al 30% fino a 
pH=8-9 e, dopo aver filtrato il materiale scuro, è stata estratta con acetato di etile. 
Gli estratti combinati sono stati lavati con acqua, essiccati e portati a secco a dare 
4.6 g di 3d grezzo con aspetto di un olio arancione. La purificazione è stata 
effettuata per mezzo di filtrazione su colonna cromatografica di gel di silice 
(60/0.040-0.063 mm), usando come miscela eluente etere di petrolio 60°-80°/ 
acetato di etile = 7:3. Il prodotto recuperato dalle frazioni meno mobili (TLC)  ha 
dato 0.87 g (25% di resa) di 3d puro. P.f. 66-67°C (etere di petrolio 60°-80°) 
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2-mercapto-6-metilpiridina 7 [31] 
 
7.70 g (0.07 moli) di 2-idrossi-6-metilpiridina vengono miscelati in mortaio con 
7.70 g di P2S5. La miscela, introdotta in un pallone collegato ad un agitatore 
meccanico, è riscaldata a 150°C per 4 ore. Quindi si solubilizza con acqua 
bollente e si porta a pH=6-7 con Na2CO3. Si ottengono 4.420 g di prodotto 7 che 
viene lavato con acqua (resa: 77.20%). 
P.f. 154-156°C cristallizzato da toluene. 
 
 
Acido-S-(6-metilpiridin-2-il)-tiopiranoico 8 [31] 
 
Ad una soluzione di 7.65 g (0.05 moli) di acido 3-bromopropionico e 4.2 g (0.05 
moli) di NaHCO3 in 30 ml di acqua viene aggiunta una soluzione di 5.0 g (0.04 
moli) di 2-mercapto-6-metilpiridina 7 in 30 ml di KOH acquoso al 10%. La 
miscela di reazione viene posta sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente 
per 4 giorni. Si ottiene una soluzione che viene acidificata con HCl conc. fino a 
pH=4 ed estratta con CHCl3. La soluzione cloroformica è seccata su MgSO4 ed 
evaporata a secchezza. Si ottiene un olio che viene fatto solidificare in freezer 
dando 5.00 g di prodotto desiderato 8 (resa: 63%). 
P.f. 58°C cristallizzato da benzina 100°-140°. 
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7-metil-2,3-diidro-tiopirano[2,3-b]piridin 4 (4H)one 3e  [31] 
 
Una miscela di 1.00 g (0.05 moli) di acido-S-(6-metilpiridin-2-il)-tiopropanoico 8 
e 10.0 g di acido polifosforico è scaldata a 170°C per 3 ore sotto agitazione 
meccanica. Dopo raffreddamento la miscela di reazione è decomposta con 
ghiaccio e acqua ed alcalinizzata  fino a pH=8 con NH4OH conc. La soluzione 
viene estratta con CHCl3 e la fase cloroformica, seccata su MgSO4, evaporata a 
pressione ridotta ottenendo 0.947 g di un residuo oleoso rosso scuro, che viene 
solubilizzato in toluene e purificato su colonna di gel di silice utilizzando come 
miscela eluente etere di petrolio 60°-80°/acetato di etile = 3:2. Si ottengono 0.23 g 
di prodotto desiderato 3e (resa: 24.6%). 
P.f. 90-92°C cristallizzato da etere di petrolio. 
 
 
3-Idrossimetilen-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 9a [37],  
3-Idrossimetilen-7-metossi-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 9b [36] 
3-Idrossimetilen-7-cloro-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 9c [36] 
Procedura generale 
Una soluzione costituita da 0.83 ml (10.30 mmoli) di etilformiato in 4 ml di 
toluene anidro, viene aggiunta goccia a goccia ad una soluzione di metossido di 
sodio preparato di fresco (10.30 mmoli) in 4 ml dello stesso solvente. La miscela, 
raffreddata in ghiaccio, viene addizionata, in corrente azoto anidro, di una 
soluzione di prodotto 3a-c (5.15 mmoli) in 8 ml di toluene anidro. La soluzione 
ottenuta, viene lasciata in agitazione a temperatura ambiente per 24 ore, 
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controllando l’andamento della reazione mediante t.l.c. (benzina 60-80 °C / 
AcOEt = 7 : 3). Si ottiene una sospensione gialla che viene filtrata. Il solido 
raccolto viene solubilizzato in poca acqua e trattato con acido cloridrico 18% fino 
a pH 5 per dare 0.578 g (resa 49%) di prodotto 9a, 0.542 g (resa 48%) di prodotto 
9b e 1.546g (resa 91%) di prodotto 9c. 
 
 
3-idrossimetilen-2,3-diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 9d [38] 
 
Una soluzione di 0.65 ml (0.008 moli) di etilformiato in 3 ml di toluene anidro, 
viene aggiunta goccia a goccia ad una soluzione di 0.432 g (0.008 moli) di 
metossido di sodio preparato di fresco in 3 ml dello stesso solvente. La miscela, 
raffreddata in ghiaccio, viene addizionata, in atmosfera di azoto anidro, di una 
soluzione di 0.660 g (0.004 moli) di prodotto 3d in 8 ml di toluene anidro. La 
soluzione ottenuta, viene lasciata in agitazione a temperatura ambiente per 24 ore, 
controllando l’andamento della reazione mediante TLC (benzina 60°-80°/AcOEt 
= 7:3). Si ottiene una sospensione rossa che viene filtrata. Il solido raccolto viene 
solubilizzato in poca acqua e trattato con acido cloridrico conc. a 0°C per dare 
0.282 g di prodotto 9d. 
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3-idrossimetilen-7-metil-2,3-diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 9e [39] 
 
Una soluzione di 0.50 ml (0.006 moli) di etilformiato in 2 ml di toluene anidro 
viene aggiunta, goccia a goccia, ad una soluzione di MeONa preparato di fresco 
(0.138 g (0.006 moli) di Na in circa 2 ml di MeOH assoluto) in 2 ml di toluene. 
La miscela, raffreddata in ghiaccio, viene addizionata di una soluzione di 0.51 g 
(0.003 moli) di derivato 3e in 3 ml di toluene anidro. Si lascia in agitazione a 
temperatura ambiente, in corrente di azoto, per 24 ore. La sospensione ottenuta 
viene ulteriormente concentrata a pressione ridotta e filtrata. 
Il solido raccolto viene solubilizzato in H2O e trattato con HCl diluito fino a pH 
acido. Precipita un solido che viene raccolto per filtrazione e seccato su P2O5. Si 
ottengono 0.169 g di prodotto desiderato 9e. 
 
 
3-Idrossimetilen-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-oni toluensolfonato 10a-c 
[36] e 3-idrossimetilen-2,3-diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-oni 
toluensolfonato 10d-e [40] 
 
Procedura generale: 
Una soluzione di 9a-e (0.0104 moli) in 40 ml di tetraidrofurano anidro viene 
addizionata con 0.0208 moli di p-toluensolfonilcloruro e 0.0416 moli di K2CO3. 
La miscela di reazione viene tenuta in agitazione per 15 ore a temperatura 
ambiente e per 15 ore a riflusso controllandone l’andamento mediante TLC 
(miscela eluente: Etere di petrolio/AcOEt 7: 3). 
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Dopo raffreddamento, la sospensione ottenuta viene portata a secco, trattata con 
H2O e successivamente estratta con CHCl3. La fase organica è seccata su MgSO4 
ed evaporata per dare i prodotti 10a-e che vengono purificati mediante 
cromatografia flash su colonna (gel di silice: d: 3 cm; h: 25 cm; miscela eluente: 
Etere di petrolio/ AcOEt= 7:3). 
 
10c: Resa 24,3% 
P. f.: 35-40°C 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 2.44 (s, 3H, CH3); 3.96 (s, 2H, CH2-S); 7.32-7.37 (dd, 
1H, Ar-H); 7.47 (s, 2H, Ar-H); 7.53-7.57 (m, 2H, Ar-H); 7.92-7.99 (m, 3H, Ar-H) 
 
 
2-(p-sulfonamidofenil)-1,4-diidrobenzotiopiranopirazoli 3a-c e 2-(p-
sulfonamidofenil)-1,4-diidro-piridothiopiranopyrazoli 3d-e 
 
Procedura generale: 
 
0.0024 moli di p-sulfonamidofenilidrazina cloridrato sono addizionati ad una 
soluzione di 0.002 moli dell’opportuno derivato toluensolfonato 10a-e in 10 ml di 
DMF anidra. La miscela di reazione è mantenuta in agitazione a temperatura 
ambiente per 24 ore e dopo a riflusso a 100°C per 15 ore controllando mediante 
TLC (etere di petrolio/AcOEt = 3:2). Dopo raffreddamento la miscela di reazione 
viene messa in H2O e filtrato (se il solido è presente) o estratta con CHCl3; la fase 
organica è seccata su MgSO4 e portata a secco. I prodotti grezzi ottenuti 2a-e sono 
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purificati mediante passaggio su colonna di gel di silice (cromatografia flash; d = 
3 cm; h = 25 cm; miscela eluente: etere di petrolio/AcOEt= 3:2) e cristallizzati da 
opportuno solvente (tabella 1). 
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